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               研究背景
 Royal College of Surgeons (以下RCS) ラットの網膜下腔に網膜色素上皮 (retinal pigment
 epithelia1 以下RPE) 細胞を移植すると網膜変性が抑制されることが示されてきた。 しかし, 変
 性が阻止されている網膜が正常に機能 しているかは不明であ る。 網膜可溶性抗原 (以下S抗原)
 は網膜視細胞に局在する臓器特異性抗原であり, 光情報変換機構の抑制蛋白質として重要な役割
 を果た していることより, この局在を RPE 細胞移植の前後で検討できれば移植網膜の機能性を
 知る一つの指標になると考え られ る。
 また移植 RPE 細胞がどのように RCS ラットの網膜変性を阻止するのかについて は現在不明で
 あるが, RPE 細胞が分泌する栄養因子が変性阻止に関与している可能性も指摘されている。 ヒ
 ト網膜下液には RPE 細胞が分泌する諸栄養因子が多数含まれていると考えられ, これを RCS ラッ
 トの網膜下腔に注入 し網膜変性に対する効果を検討することで, 網膜変性阻止の作用機序が明ら
 かになると考え られる。
               研究目的
 RCS ラッ ト網膜におけるS抗原の局在の経時的変化を免疫組織化学染色法を用 いて検討 した。
 対照と して同日齢の Sprague-Dawley (以下 SD) ラットを使用 した。 また, RCS ラット網膜に
 黒色家兎のRPE細胞を移植し, その組織を同様の方法で検討した。 さらに, ヒト網膜下液を
 RCS ラット網膜の網膜下腔に注入 し, 視細胞変性阻止効果を検討した。
               研究方法
 12 時間の明暗周期下に飼育された RCS ラットおよび対照として SD ラットを, 生後 2, 8, 22,
 30, 90 日で眼球を摘出し, S抗原の局在を免疫組織化学的に経時的に観察した。
 異種 RPE 細胞の効果を検討する目的で, donor を黒色家兎とし, まず, そのメラニンを有す
 るRPE 細胞を分離した。 レシ ピエントは網膜変性が始まる直前の生後 24 日の RCS ラッ トとし
 た。 手術は Li らの経強膜的移植方法を一部改変して応用 し, RPE 細胞を1万個含む細胞浮遊液
 2μ1 を上部網膜周辺部の網膜下腔に移植した。 異種 (家兎) RPE 細胞を移植した群6匹6眼,
 移植手術と同様の方法で2μ1 の生理食塩水のみを移植した群 (擬手術群) 6匹6眼及び全く手
 術を施行しなかった群 (非手術群) 6匹6眼を作成 し, それぞれ生後 90 日日に眼球を摘出して,
 S抗原の局在を免疫組織化学的に観察した。
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 網膜剥離患者よりヒト網膜下液を採取し, 上記と同様の方法で生後 24 日目の RCS ラットの網
 膜下腔に2μ1注入し, RCS ラットにおける網膜変性阻止の効果を検討した。 網膜下液注入眼
 (6匹6眼) を生後 90 日目に摘出 し, 光学顕微鏡的に網膜外顆粒層の厚さを RPE 細胞移植群
 (6匹6眼), 擬手術群 (6匹6眼) 及び非手術群 (6匹6眼) と比較検討した。
               研究結果
 生後 2, 8, 22 日目までは, SD ラットと RCS ラットの間にS抗原の免疫組織化学的な差は認
 められなかった。 しか し, 生後 30 日目では両者に差が出現 し, SD ラットの網膜では網膜外顆粒
 層と完成された視細胞層に免疫染色が認められたが, RCS ラッ ト網膜では網膜外顆粒層と粗に
 なった視細胞外節に免疫染色が減弱して認められるのみであった。 生後 90 日目の SD ラットで
 は, 網膜外顆粒層と視細胞外節に免疫染色が認められたが, 網膜変性が完成している生後 90 日
 目の RCS ラットでは免疫染色が完全に消失していた。
 黒色家兎 RPE 細胞移植群のヘマ トキシリγ一エオジン染色切片では, 外顆粒層は6層ほどに
 保たれており, S抗原に対する免疫染色が生後 90 日目でも保存されていたが, 非手術群及 び擬
 手術群では組織の染色が完全に消失 していた。
 また網膜下液注入群の網膜外顆粒層の厚みは RPE 細胞移植群とは差が認められなかったが,
 擬手術群及 び非手術群と比較 し有意に厚 みが保たれていた。
               考按
 RCS ラットにおけるS抗原は, 網膜発育期には正常に発現するものの, 網膜変性期には消失
 することが示された。 この結果は Gaur らの報告に従うものであった。
 RCS ラッ トにおいて は同種ばかりでなく 異種 RPE 細胞移植でも網膜変性阻止効果があること
 が示され, 拒絶反応は組織学的には認められなかった。 さらに移植網膜においてS抗原が保存さ
 れていたことは, 移植網膜の機能性を示唆する知見であると考えられる。
 ヒト網膜下液が RCS ラットの網膜変性を阻止することが示された。 ヒト網膜下液には塩基性
 線維芽細胞成長因子などの RPE 細胞由来の物質が存在 し, これが RCS ラットの網膜変性阻止の
 効果をもたらしている可能性が高いといえる。
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 審査結果の要旨
 網膜変性症はヒ ト遺伝盲を来す最も大きな原因となる疾患である。 それは遺伝子異常による視
 細胞の変性やその他種々の原因が考えられている。 最近の研究で, ある種の神経栄養因子を含め
 た多くのサイ トカイ ンが視細胞の変性を阻止することが明らかになった。 本研究はすでに報告さ
 れている網膜色素上皮細胞の移植によって視細胞変性が阻止されるという実験結果に基づ き, そ
 のメ カニズムを追及 した研究であ る。
 研究は人聞の網膜変性症のモデルと してよく知られた RCS ラッ トを用いて網膜色素上皮細胞
 移植によって確かにラッ トの網膜変性が阻止されること, さらにヒ ト網膜剥離手術時に得られた
 網膜下液を同様に変性動物の網膜下に注入することによ り, 同 じように視細胞変性が阻止される
 こと, そ してまたその阻止効果を視細胞に特異的に局在する網膜可溶性抗原を用いて示 した研究
 である。 その結果, ヒト網膜剥離で得られた網膜下液を RCS ラッ ト網膜下に注入することによ
 り, 実際に網膜変性を阻止することが網膜可溶性抗原を用いた免疫組織化学の方法で証明された。
 この事実は二つの新しい研究結果を示 している。 ひとつにはヒ ト網膜下液には実際に細胞成長
 因子その他のサイ トカイ ンが存在 し網膜変性を阻止すること。 第2に, これらの変性阻.止が視細
 胞に特異的に発現 している網膜可溶性抗原を用いて示すことができたことである。
 これらの研究は, 網膜色素変性症の今後の治療法開発に向けて示唆に富んだものであり博士論
 文と して価値ある ものである。 予備審査で指摘されたいくつかの点について訂正されている。
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